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万古霉素联合多黏菌素B用药对肾小管上皮细胞的作用
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【摘要】目的 研究万古霉素和多黏菌素B联合用药对肾小管上皮细胞（HK2）活力的影响。方法 搭建并

验证多黏菌素B的人体生理药代动力学（PBPK）模型。基于模型预测万古霉素、多黏菌素B在人体肾脏、肾小管

中的组织分布特征。四唑氮氢氧化物法（XTT）检测万古霉素低剂量组（0. 5 mg/mL）、万古霉素高剂量组（2. 0
mg/mL）、多黏菌素组（50 mg/mL）、万古霉素低剂量+多黏菌素组、万古霉素高剂量+多黏菌素组分别对HK2细

胞活力及细胞线粒体超氧化物生成的影响。结果 建立并验证多黏菌素B PBPK模型，建立及验证的模型所预

测的PK参数值与实测PK参数比值均在0. 8~1. 2之间。预测多黏菌素B静脉滴注给药后肾脏和肾小管浓度均

高于血浆浓度，肾小管药物浓度约为血浆的10倍。肾脏、肾小管药物达峰时间明显滞后，其中肾小管浓度达峰

时间为 5. 3 h，浓度高于 50 µg/mL的持续时间为 8. 5 h。细胞活力实验结果显示，8 和 24 h后万古霉素低剂量

组、万古霉素高剂量组、多黏菌素B组、万古霉素低剂量+多黏菌素B组、万古霉素高剂量+多黏菌素B组细胞增

殖 抑 制 率 分 别 为 1. 73%、4. 77%、10. 34%、10. 54% 和 11. 76% 及 1. 95%、7. 46%、11. 27%、11. 55% 和

16. 49%。其中，只有万古霉素高剂量+多黏菌素B组的HK2细胞8 h后产生有统计学意义的线粒体超氧化物。

结论 万古霉素与多黏菌素B的联合使用可增加肾小管毒性，特别是高剂量万古霉素合用多黏菌素B促使细胞

产生线粒体超氧化物。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of vancomycin combined with polymyxin B on the viability of human re‐
nal tubular epithelial cells（HK2）.Methods We developed and validated a physiologically based pharmacokinetic model（PB‐
PK）of polymyxin B（PMB）. Tissue distribution of vancomycin（VAN）and PMB in the renal tubule and kidney was predicted
based on the PBPK model. The effects of VAN and/or PMB［low dose VAN group（0. 5 mg/mL），high dose VAN group（2 mg/
mL），PMB group（50 µg/mL），low dose VAN + PMB group，high dose VAN + PMB group］on the vitality of HK2 cells and mi‐
tochondrial superoxide production were detected by XTT assay. The production of mitochondrial superoxide in HK2 cells was
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detected by MitoSox. Results The PBPK model of PMB in human was established and validated. The ratio of predicted PK pa‐
rameters and the observed PK parameters was in the range of 0. 8~1. 2. It was predicted that the concentration of PMB in the
kidney and renal tubules was higher than that in plasma，and the concentration in renal tubules was about 10 times higher than
that in plasma. Tmax of PMB in kidney and renal tubules were significantly delayed. The Tmax in renal tubules was about 5. 3 h，
and the duration of concentration higher than 50 µg/mL in renal tubules was 8. 5 h. The results of cell viability assay showed
that the inhibition rates of cell proliferation in low dose VAN group，high dose VAN group，PMB group，low dose VAN + PMB
group，high dose VAN + PMB group were 1. 73%，4. 77%，10. 34%，10. 54%，11. 76% after 8 h，and 1. 95%，7. 46%，

11. 27%，11. 55%，and 16. 49% after 24 h，respectively. Among them，only the high dose VAN + PMB group produced statis‐
tically significant mitochondrial superoxide in HK2 cells. Conclusion The combination of VAN and PMB can increase the tox‐
icity of renal tubules. In particular，high-dose VAN（2. 0 mg/mL）+ PMB（50 µg/mL）can promote the production of mito‐
chondrial superoxide in cells.

【Key words】 physiologically based pharmacokinetic（PBPK）model；vancomycin（VAN）；polymyxin B（PMB）；tissue
distribution；nephrotoxicity

万古霉素（vancomycin，VAN）是治疗多药耐药

革兰阳性细菌感染，特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌 （methicillin-resistant straphylococcus aureus，
MRSA）的首选药物之一。多黏菌素B（polymyxin B，
PMB）是对抗革兰阴性细菌的最后一道防线，广泛应

用于多耐药革兰阴性细菌感染。多项体内外研究表

明，万古霉素联合多黏菌素对革兰阴性菌有协同作

用［1-6］。一项群体药物代谢动力学（pharmacokinetic，
PK）研究显示，75%多黏菌素B静脉注射患者同时接

受了万古霉素输注［7］。肾毒性是这2种抗菌药物共有

的主要不良反应，限制了两者的联合使用。万古霉素

相关肾毒性的发生率为5%~43%［8］，多黏菌素B急性

肾损伤发生率高达 50%~60%［9-10］。万古霉素和多黏

菌素 B联合治疗是否会导致更严重的肾损伤尚未见

报道。本课题组已经成功建立和验证了人体万古霉

素的生理药代动力学（physiologically based pharma‐
cokinetic，PBPK）模型［11-12］，本文采用GastroPlusTM软
件构建并验证多黏菌素 B的生理药动学（physiologi‐
cally based pharmacokinetic，PBPK）模型，并基于

PBPK模型预测这 2种药物在人体肾小管的浓度，分

析药物对肾小管上皮细胞活力的影响，为 2种药物的

临床安全使用提供依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

盐酸万古霉素、热灭活胎牛血清（FBS）、透析胎牛

血清和四唑氮氢氧化物（XTT）细胞增殖检测试剂盒购

自 Sigma-Aldrich公司（墨尔本，澳大利亚）。硫酸多

黏菌素 B 购自 BetaPharm公司（上海，中国）。Mito‐
SOX红色染料、Hoechst 33342购自 Invitrogen公司

（墨尔本，澳大利亚）。近端肾小管上皮细胞（HK-2）
（ATCC，美国）置于无角化细胞血清培养基（K-
SFM）、牛脑垂体提取物（BPE）（0. 05 mg/mL）和人重

组表皮生长因子（EGF）（5 ng/mL）中培养。生长培养

基的所有组成购自 Invitrogen公司（墨尔本，澳大

利亚）。

1. 2 方法

1. 2. 1 多黏菌素 B PBPK模型与验证 将多黏菌素

B 分 子 结 构 导 入 GastroPlusTM 软 件 Version 9. 7
（Simulation‐sPlus，Inc，Lancaster，CA，USA），根据内

置 ADMET模块模拟理化参数（logP：-4. 08，Rbp：
0. 89），Kp值采用了Poulin的计算方法。因多黏菌素

B为碱性多肽，属 Extended Clearance Classification
System（ECCS）分类中的第4类［13］，预测其主要通过肾

脏清除，根据公式（1）计算多黏菌素B肾清除率，总清

除率为肾清除率与肝清除率之和；按照公式（2）计算

多黏菌素B分布体积Vss；按照公式（3）计算多黏菌素

B组织分配系数。假设该药在组织和血液中的分布是

由膜渗透限速。

根据文献报道的受试者资料［14］，选择欧美人群的

生理学与解剖学参数库，建立欧美重症监护的肺炎患

者静脉滴注多黏菌素B的 PBPK模型，最后应用多黏

菌素 B的浓度-时间实测值与 PBPK模型进行比对。

若峰浓度（Cmax）和药物暴露曲线下面积（AUC0-∞）的模
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型预测值与实测值的比值≤2倍，则认为拟合度良好，

该预测模型可靠、有效［15］。

ClRenal=fup×GFR （1）
VSS=Vp+Ve*E∶P+∑Vt*Kpt*（1-ERt） （2）
Kphomogenous =

[ ]K ⋅ ( )Vnlt + 0.3Vpht + [ ]1× ( )Vwt + 0.7Vpht

[ ]K ⋅ ( )Vnlp + 0.3Vphp + [ ]1× ( )Vwp + 0.7Vphp
⋅ fup
fut

（3）
1. 2. 2 多黏菌素B PBPK模型验证，并预测单次给药

后的肾脏、肾小管分布 应用另一篇文献［7］报道的欧

美人单次静脉滴注1. 25 mg/kg多黏菌素B后血清药

物浓度实测数据对上述PBPK模型进行验证。利用验

证的多黏菌素B PBPK模型，预测多黏菌素B单次静

脉滴注1. 25 mg/kg在人体肾脏及肾小管组织中药物

浓度-时间曲线。

1. 2. 3 预测万古霉素、多黏菌素 B联合给药后肾小

管浓度-时间曲线 利用已验证的PBPK模型，预测同

时静脉滴注多黏菌素 B（1. 25 mg/kg）、万古霉素

（500 mg）后，药物在人体肾小管的浓度-时间曲线；

万古霉素延迟给药2 h后，药物在人体肾小管的浓度-
时间曲线。

1. 2. 4 万古霉素和多黏菌素B作用肾小管上皮细胞

（HK-2）活力检测 HK-2细胞（1. 0×105/mL）100 μL
接种在 96孔板，每组设 3个平行孔，在 37°C，5%
CO2，孵育 24 h。然后处理细胞：溶剂对照组和不同

药物处理组［万古霉素低剂量组（0. 5 mg/mL）、万古

霉素高剂量组（2 mg/mL）、多黏菌素 B组（50 μg/
mL）、万古霉素低剂量+多黏菌素B组、万古霉素高剂

量+多黏菌素 B组］。孵育 8或 24 h后进行细胞活力

检测，参照文献［16］方法：每孔加入 50μL PMS-XTT
溶液（XTT和 PMS终浓度分别为 125 μmol/L和 25
μmol/L，继续孵育 4 h，用 i-control™酶标仪（Tecan

Trading AG，瑞士）在450 nm波长处测定样品的吸光

度OD值，计算细胞增殖抑制率=（1-实验孔OD值/
对照孔OD值）× 100%。

1. 2. 5 细胞线粒体超氧化物检测 细胞线粒体超氧

化物检测方法参照文献［17］，细胞的分组处理同细胞

活力检测。HK2细胞孵育 8 h后，加入 5. 0 µmol/L
MitoSOX红色染料（Ex/Em 514/531 ~ 622nm）继续

孵育45 min；用2 µg/mLHoechst 33342（Ex/Em 405/
410 to 551nm）染核计数细胞数量。激光扫描显微镜

LSM 780（卡尔蔡司，德国）采集图像。使用 Image软
件计算每个处理组的细胞平均荧光强度。相同条件

下每组分析3个孔，平均每个孔至少分析75个细胞。

1. 3 统计分析方法

所有的实验都至少进行了 3次重复，结果以平均

值±标准偏差表示。单因素方差分析（ANOVA）两组

比较时，采用双尾 Student's t检验。P<0. 05为差异有

统计学意义。

2 结果

2. 1 多黏菌素B PBPK模型建立与验证

基于文献［14］数据建立的多黏菌素 B PBPK模型，

单次静脉滴注 1. 0 mg/kg后血浆药-时曲线与实测值

数据点与模型预测值拟合较好（r2=0. 824）（图1）。模

型预测的 PK参数值与实测 PK参数比值均在 0. 8~
1. 2范围内。用另一项多黏菌素B研究［7］的实测数据

验证该 PBPK模型，多黏菌素B PBPK模型预测药-时
曲线与实测数据点拟合较好（图 2，r2=0. 832），PK参

数预测值和实测值的比值亦均在0. 8~1. 2范围内（表

1），表明所建多黏菌素B PBPK模型可靠。

2. 2 多黏菌素B PBPK模型预测后肾脏、肾小管组织

分布

基于上述多黏菌素 B PBPK模型，预测单次多黏

表1 单剂量静脉滴注多黏菌素B后PBPK模拟的药物代谢动力学参数与实测参数的比较

PK参数

Cmax（mg/L）

Tmax（h）
AUCo~ini（mg·h·/L-1）

建模：给药1 mg/kg

预测值

6.18

1.0

54.3

实测值

7.70

1.0

58.8

倍数

0.80

1.0

0.92

验证：给药1.25 mg/kg

预测值

7.82

1.0

63.7

实测值

7.88

1.0

55.8

倍数

0.99

1.0

1.14
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菌素B静脉滴注给药后在人体肾脏、肾小管组织中的

药-时曲线（图2）显示，多黏菌素B在肾脏和肾小管中

浓度均高于血清浓度，肾小管中药物浓度约为血浆中

10倍，与之前报道的动物实验结论相似［18］。多黏菌

素 B静脉滴注（1. 25 mg/kg）给药后，肾脏、肾小管中

药物达峰时间明显滞后于血浆，肾小管中达峰时间约

为5. 3 h。

2. 3 预测万古霉素、多黏菌素 B联合给药后的肾小

管浓度-时间曲线

PBPK模型预测显示（图 3），当万古霉素 500 mg
与多黏菌素 1. 25 mg/kg同时给药时：万古霉素静脉

滴注 1 h后在肾小管达到峰浓度（近 2 mg/mL），随后

迅速降低；多黏菌素B静脉滴注后在肾小管的达峰时

间约为给药后5. 3 h，浓度高于50 µg/mL的时间范围

为给药后 2. 3~10. 8 h。万古霉素的峰值恰好能避开

多黏菌素 B高于 50 µg/mL的浓度范围，且两药重叠

的持续时间比较短。如果万古霉素延迟 2 h给药，两

药会重叠于多黏菌素B高于50 µg/mL的浓度范围。

2. 4 多黏菌素B和万古霉素单药或联合作用对HK2
细胞活力的影响

为研究多黏菌素 B和万古霉素单药或联合作用

对HK2细胞活力的影响，我们用 XTT法检测溶剂对

照、万古霉素低剂量组、万古霉素高剂量组、多黏菌素

B组、万古霉素低剂量+多黏菌素B组、万古霉素高剂

量+多黏菌素B组各组对HK2细胞作用后的活力。结

果表明，与溶剂对照组比较，以上各组药物均使HK2
细胞活力不同程度降低，8 h后细胞增殖抑制率分别

为：1. 73%、4. 77%、10. 33%、10. 53% 和 11. 76%、

24 h后细胞增殖抑制率分别为：1. 95%、7. 46%、

11. 27%、11. 55%和 16. 49%。联合用药组的 HK2
细胞毒性明显高于单药治疗。

2. 5 多黏菌素B和万古霉素单药或联合用药对HK2
细胞线粒体氧化应激的影响

氧化应激是线粒体凋亡过程中应激的重要指

标［19］。为研究多黏菌素 B和万古霉素单药或联合作

用对HK2细胞线粒体氧化应激的影响，课题组检测了

溶剂对照、万古霉素低剂量组、万古霉素高剂量组、多

黏菌素B组、万古霉素低剂量+多黏菌素B组、万古霉

素高剂量+多黏菌素B组HK2细胞 8 h后线粒体活性

氧的产生。结果显示，与溶剂对照组比较，只有万古

霉素高剂量+多黏菌素B组HK2细胞产生的线粒体超

氧化物显增多（P< 0. 05），其他各组均未产生有统计

学意义的线粒体超氧化物。

时间（h）

浓
度
（
μg/
mL）

图1 静滴多黏菌素B1.0 mg/kg的血浆药时曲线及PBPK模型

预测药物在肾脏、肾小管的药时曲线。

时间（h）

浓
度
（
μg/
mL）

图2 静滴多黏菌素B 1.25 mg/kg的血浆药时曲线及PBPK模

型预测药物在肾脏、肾小管的药时曲线。

模拟时间(h)

古
霉

素
浓

度
（
μg/
mL）

多
黏

菌
素
B浓

度
（
μg/
mL）

图3 预测单次静脉滴注给药后多黏菌素B和万古霉素分别在

肾小管的药时曲线
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3 讨论

近年来，随着定量药理学建模与模拟技术的发

展，成功的 PBPK模型可以很好地预测药物的组织分

布特征，为药物安全性评价提供准确的毒性靶区浓

度［20-21］，弥补了传统药物毒性评价方法的缺陷，具有

重要意义。万古霉素和多黏菌素B分别是对抗G+菌

和G-菌感染的主要药物，临床需要联合使用的情况比

较多。由于两者均具有肾小管毒性，临床医生对两药

合用存有安全性顾虑，从而限制了该治疗组合的临床

应用。本研究基于两种药物的 PBPK模型，分别预测

其在肾脏及肾小管的浓度-时间曲线，进而研究两药

单用或联合用药对肾小管上皮细胞活性的影响，为两

种抗菌药的临床安全使用提供指导依据。

在前期研究［12］中，课题组建立并验证了万古霉素

的 PBPK模型，模拟了万古霉素在人体肾脏和肾小管

的PK曲线。发现万古霉素在肾小管中药物浓度约为

血清中 40～50倍，静滴 1 h后在肾小管达到峰浓度

（近2 mg/mL），随后迅速降低 12］。

本研究基于文献数据建立并验证多黏菌素 B的

PBPK模型，预测临床剂量 1. 25 mg/kg给药后，肾脏

和肾小管中多黏菌素B浓度均高于血浆浓度，肾小管

药物峰浓度约为血浆中的 10倍，且肾脏和肾小管中

药物达峰时间明显滞后于血浆，肾小管中达峰时间约

为 5. 3 h。而肾小管中浓度高于 50 µg/mL的起始时

间分别为 2. 3和 10. 8 h。该结果与动物实验报道［18］

基本一致（多黏菌素B在大鼠肾脏组织分布最高，3 h
时约是血清浓度的 7. 45倍，6 h时为 19. 6倍）。组织

切片也显示药物在肾脏（特别是近端小管细胞）高度

累积。但是，多黏菌素B的大鼠尿液48 h回收率不足

5%，提示其可能主要通过非肾途径清除。细胞实验

表明多黏菌素B能够被肾小管上皮细胞大量摄入［22］。

结合课题组的模拟结果，推测多黏菌素B起初主要经

肾小球滤过到原尿中，被肾小管上皮细胞大量重吸收

后，又通过基底膜进入肾静脉回流进血液循环，最后

经非肾途径清除。因此，课题组采用肾脏清除模式建

立多黏菌素B PBPK模型，预测其在肾脏、肾小管的分

布特征，与前期研究的报道在原则上是一致的。

为了考察万古霉素和多黏菌素 B联合用药时的

安全性，课题组利用已验证的 PBPK模型分别模拟静

脉滴注临床剂量的万古霉素（500 mg）与多黏菌素

（1. 25 mg/kg）在肾小管的药时曲线，设计并考察了万

古霉素（0. 5和2. 0 mg/mL）和多黏菌素B（50 µg/mL）
单药或联合用药对肾小管上皮细胞活力的影响。研

究发现，各组药物均使HK2细胞活力不同程度降低，

联合用药的细胞毒性明显高于单药。万古霉素高剂

量与多黏菌素 B的联合用药组可使HK2细胞产生有

统计学意义的线粒体超氧化物，可能进而导致细胞

凋亡。

总之，万古霉素与多黏菌素B的联合使用可增加

肾小管毒性，但可通过调整给药时间，使万古霉素的

峰值避开多黏菌素 B高于 50 µg/mL的浓度范围，从

而使其肾小管毒性增加的几率降低。值得指出的是，

由于中国人群 PK数据的缺乏，该模型对于中国人群

的适用性尚需进一步验证；基于 PBPK模拟的给药方

案是否准确可靠，尚无法经人体验证。但本研究在

PBPK模型基础上综合考虑药物在靶器官分布特征，

对 2个具有肾小管毒性药物联合用药进行细胞毒性

评估，为药物临床安全性的精准评估提供新思路。
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